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血友病 BM症例!の polymerasechain reaction後の増幅DNAを
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SummaηGene abnormalities in 5 hemophilia BM patients were detected by amplified 
DNA following single strand comformation polymorphism CSSCP) method. The amplifica-
tion was performed by polymerase chain reaction CPCR) method using 8 pairs of oligonu-
c1eotide primers covering 8 exons. The SSCP method revealed that gene abnormalities were 
found on exon f in factor IX Kashihara and on exon h in factor IX Amagasaki， factor IX 
Niigata， factor IX Kiryuu and factor IX Takatsuki. 
DN A sequence analysis detected a single identical G to T transition at nuc1eotide 20，524 
in factor IX Kashihara， C to T transition at nuc1eotide 31，290 in factor IX Niigata， G to A 
transition at nuc1eotide 31，053 in factor IX Amagasaki， T to A transition at nuc1eotide 
31，059 in factor IX Kiryuu and G to A transition at nuc1eotide 31，278 in factor IX Takatsuki. 
Index Terms 





血友病 Bは， X染色体長腕 Xq27.1上の第IX因子遺伝 ンボプラスチン〔トプ〉によるプロトロンピン時間の延長






抗体〉あるいは異種抗体を用いて第IX因子抗原量を測定 析が可能である.教室では， 3例の BM症例およびウシ脳






























地をとり F.IXKashihara， F.IX Niigata， F.IX Amagasa 
ki， :P.IX Kiryuu， F.IX Takatsukiと命名した.
2 血液試料 3.8 %クエン酸ナトリウムを1/10容添
加して採取した血液を，直ちに 80'Cにて凍結保存した.
解凍後の洗浄は 10m Mtris-HCI， 1 m Mエチレンジア
ミンテトラアセテートソーダ(EDTA2 Na)緩衝液(pH





















DNA 1μg/mlとして計算した. DNA試料に 2倍量の
エタノーノレと1/10量の 3M酢酸ナトリウム緩衝液




391 PCR-MATE EP DNA SYNTHESIZER(Applied 
Biosyst巴ms)を用いて第IX因子遺伝子の a-hまでの全
エキソンを網羅するように下記のような配列で合成した
エキソン aについては 9A 1 5 '-TTCCCAGA 
AGTAAATACAGC-3 '(-53一34)9 A 2 ; 5 '-GAGT-
ATGCTTGCCTTTT AGA -3 '(144-163)の配列で，
エキソンb，c については 9BC 1 5 '-AAGAATTA】
TTCTTTTACATT -3 '(6302-6321) 9 BC 2 5 '-
GCAATTCATTTTATCCTCTA -3 '(6707-6726)の自己
列で，エキソン dについては 9D 1 ; .5 '-ATCCCAAT】
GAGTATCTACAGG -3 '(10311-10331) 9 D 2 5 '-
CTCATGGTTCAAAGTTTCCCT -3 '(10528-10548) 
の配列で，エキソン巴については 9E 1 ; 5 '-ATG-
CATGTTAAATGATGCTG -3 '(17624-17643) 9 E 
2 ; 5 -TCTGTATCTGAAACTTCAGC-3 '(17830 
17849)の配列で，エキソン fについては 9F 1 ; 5 
GCCAATGAGAAATATCAGGTTAC -3 '(20317-
20339) 9 F 2 ; 5 '-ACTGATGGTGTGTCAAAACT-
GG-3 '(20575-20596)の配列で，エキソン gについては
9 G 1 ; 5'-GTATTATGCAGTAAGAGTCTTAA-
3 '(30002-30024) 9 G 2 5 '-CTGCAGCAC-
CACTAGCTCTTT-3 '(30179-30199)の配列で，エキソ
ンhについては 5H 1 5 '-TGGATCTGGCTAT-
GTAAGTGGCTGG -3 '(31027-31051) 5 H 2 5' 
TGCCAATTAGGTCAGTGGTCC -3 '(30729-30749) 
3 H 1 5 '-A G A G A T T C A T G T C A A G-
GAGATAGTGG -3 '(31193-31218) 3 H 2 5' 
ACAGGGCCTCTCACT AACT AA TC -3' (31414-
31436)の配列であった. 5 H 2と3H 1の組み合わせ
血友病BM症例のpolymerasechain reaction後の増幅DNAを用いたsinglestrand 
conformation polymorphism法による遺伝子異常の検討 (505) 











(Amersham) 2μ1， polynucleotide kinas巴(TOYOBO)
1μ1，蒸留水 5μlを混和し 3TCで30分反応させ 5'末
端を標識した.
5. PCR法によるゲノム DNAの増幅 EDTA2Na 
を取り除いたゲノム DNAO.1μgに 対 し て Taq
polymerase(ampliTaq， Perkin Elmer Cetus)2.5 Uを
加えさらに標識したプライマーを各々250ng， 4種のデ
オキシヌクレオチドをそれぞれ 2nmolずつ加えて
0.05 Mtris-HC1(pH 8.8， 250C)， 0.0l5M(NH4)，S04， 
4 mMMgCl" 200μg/dl BSA， 0.078 % 2 -mer. 
capto巴thanol内で 100μlの反応液とし 940C， 1分間，




DNA試料を試料緩衝液 90%ホノレムアミド， 20mM 
EDTA 2 Na， 0.05 %ブロムフェノーノレブルー， 0.05% 
キシレンシアノーノレをもちいて 10倍に希釈し，二本鎖
DNAを一本鎖に変性させた.BRL， Model S 2電気泳動
装置を用い 90mMトリスほう酸緩衝液(pH8.3)， 4 
mM  EDTAでポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動を行っ
た. 泳動ゲ、ノレは 5%ポリアクリノレアミドと 10%グリセ
ローノレとなるように泳動緩衝液にて溶解調整した(70
m1)のち 25%過硫酸アンモニウム 440μ1，TEMED30 
μlを添加し BRLシークエンス用ゲノレプレートにて作製
した.アグリノレアミドとピ、スの比は 39・1とした.先に












μ1， pCRTMV巴ctor(pCR1000) 2μ1， T 4 DNA ligase 1 
μ1， kit付属の buffer溶液 lμ1，蒸留水 5μlを加え 120C
で24時間反応させ，増幅 DNAをベクターに挿入した.
次に得られた増幅 DNA挿入後のベクター 2μIを50μI
conpetent E. Coli cell( 1 NV aF')に混和， 30分氷上放
置し，次いで， 420Cにて 30秒，再び氷上にて 2分間冷却
して大腸菌の形質転換を行った.次いで， 450μlのSOC
medium (2 % Bacto tryptone， 0.5 % Bacto yeast 
extract， 10 mM  N aCl， 2.5 mM  KC1， 10 mM MgCI2， 
10 mM  MgS04， 20 mM  glucos巴〉を加え 3TC，1時間培
養した試料 50~150μlをLB寒天培地(50μg/ml，




にとり， 6000 rpm， 2分間遠心し，沈i査に Lysisbuffer 
(50 mM  Glucose， 10 mM  EDT A， 25 mM Tris(pH 
8.0))100μlとAlkalin巴/SDS(0.2N NaOH， 1 % 
SDS)200μlを加え 5分間室温放置し大腸菌を融解した.
さらに 150μIの3M酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.2)を





8. DNA塩基配列解析:T 7 Sequencing™Kit を用
いDideoxy法により塩基配列解析を行った.上記の増幅
DNAを挿入されたベクター試料20μlに2M NaOH， 
2 mM  EDTA 2μlを加え 5分間室温にて反応させた.
これに3M酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.2) 5μ1，蒸留
水 28μ1，エタノーノレ 100μlを加え 14，000rpmにて 10
分間遠心，上清を捨てて 70%エタノーノレにて 2回リンス
したのち沈溢を真空乾燥した. これを蒸留水 10μlに溶
解しプライマー 2μ1，アニーリ γ グ緩衝液 2μlを加え
3TCで20分間加湿し，室温に少なくとも 10分間放置し
ベクターとプライマーをアニーノレさせた.一方 kit中の
labelling mix 3μ1，付属の緩衝液にて希釈した T7 
DNA Polymerase(l.5 U/μ1)2μ1， 35S-dA TP 1μlを
混和し enzymepremixとした. アニーノレ後の DNA溶
液に 6μlのenzymepr巴mixを加え室温にて 5分間反





2分間，加熱し変性させた後， BRL， Model S 2泳動装
置を用い 90mMトリスほう酸緩衝液(pH8.3)， 4 mM  
EDTAで70Wの一定電力で 2-6時間電気泳動を行
った. 泳動ゲノレは 7M urea， 8 % acryl amideとな




















ドよりなっていた. F.IX Kashiharaではエキソン a-巴，
エキソン g，hにおいては正常と同じバンドパターンで
あったが，エキソン fにおいては正常と異なるバンドパ
ターンを示した.F.IX Niigata， F.IX Amagasaki， F.IX 




2. F. IX Kiryuu， F. IX Takatsukiの塩基配列解析像




















































conformation polymorphism法による遺伝子異常の検討 (507) 










Fig. 1. SSCP analysis for human factor IX gen巴 Singlestrand DNA frag. 
m巴ntsobtained by PCR on each巴xonof factor IX gene. 
each lan巴 represents
lane 1， 7 : factor IX， 
lane 2 : factor IX Niigata， 
lane 3 : factor IX Amagasaki， 
lane 4 : factor IX Kashihara， 
lan巴 5: factor IX Kiryuu， 
lane 6 : factor IX Takatsuki 
3症例の血中の異常第IX因子は，蛋白解析ならびに遺伝 キソン部のフラグメントについて塩基配列解析をおこな
子解析により，それぞれ， F. IX Kashihara20l， F. IX った.
Niigata21)，及びF.IX Amagasakj18)と命名してきたが SSCPで異常バンドの出現したエキソ γは， F.IXKa-
他の 2例は蛋白ならびに遺伝子学的解析は未施行であっ shiharaはエキソン f，F. IX Niigataはエキソン h，F.IX 
た.著者は，これら 5例の BM症例の全エキソンについ Amagasakiはエキソン hで他の 2症例はともにエキソ
てPCRで増幅後， SSCPを行い異常バンドの出現したエ ンhであった.後2者に存在する異常第IX因子を F.IX
(508) 久 世 晋 徳
A C T 
385 386 387 
Trp Gly Glu 
Factor IX TGG GGT GAA 
Factor IX Takatsuki TGG GAT GAA 
Trp Asp Glu 
Fig. 2. Partial nucl巴otides巴quenceof the coding strand of exon h. Factor IX Takatsuki (right) and 
the normal gene (Jeft) are shown. Fig. 2. shows th巴antisensestrand. The asterisks indicate 
the substituted nucleotides. 31.278 G to A mutation was detected. 
G A C T A C T 
312 313 314 
Arg Val Phe 
Factor IX AGA TTC 
Factor医 Kiryuu AGA TTC 
Arg Phe 
Fig. 3. Partial nucleotide s巴quenceof the coding strand of exon h. Factor IX Kiryuu (right) and th巴
normal gene (Jeft) ar巴 shown. The asterisks indicate the substituted nucl巴otides.31，059 T 
to A mutation was detected 
血友病BM症例のpolym巴rasechain r巴action後の増幅DNAを用いたsinglestrand 
conformation polymorphism法による遺伝子異常の検討 (509) 
Tabl巴1. F. IX procoagulant activity， F.IX antigen， ox brain PT， and character 
ized mutatons in hemophilia B patients 
Ox EXON Mutation & Amino 
Name of F.IX: C F.IX: Ag brain PT with nucleotide acid 
mutations (U/dl) (U/dl) (sec) mutation position change 
F.IX Kashihara <1 120 64 20，524，GTT→TTT VaP"→Phe 
F.IX Niigata 1-4 140 152 h 31，290，GCA→GTA Ala390→Val 
F.IX Amagasaki <1 100 58 h 31，053，GGA→GAA Gly31l→Glu 
F.IX Kiryuu 2.5 100 126 31，059，GTC→GAC Val'13→Asp 
F.IX Takatsuki 2 120 120 h 31，278，GQT→G主TGly問→Asp
Normal 50-50 50-150 39士8
Takatsuki， F. IX Kiryuuと呼称した. これらの異常第
IX因子の塩基配列ならびにアミノ酸置換部位は F.IX
Kashihara GTTCVajl82)→TTT(Phe)， F目IXNiigata 
GCA(Ala390)→GTA(VaI)， F.lXAmagasaki GGA 
(Gly311)→GAA(Glu)で、既報の報告と一致し，また， F.IX









Kashiharaでは，エキソン fで， F.lX Niigata， F.lX 
Amagasaki， F.IX Kiryuu， F.IX Takatsukiではエキソ
ンhであった.異常第IX因子 F.IXKiryuu及びF.IXTa】
katsuki においてエキソン hの塩基配列を検討し， F.IX 
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